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@ Verfahren zur Reinigung des Faktor Vlll-Komplexes 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von Fak- 
tor VIII durch Adsorption auf einer unloslichen Matrix, wel- 
che freie Sulfatgruppen aufweist, insbesondere auf Dex- 
transulfat, sowie die selektive Elution hiervon. 
Ein geeignetes Etutionsmittel zur Reinigung des von Wille- 
brand-Proteins (Faktor VIIIR : vWp) ist Citratpuffer bei pH = 
6,85 mit ein em Gehalt von 0,47 M Natriumchlorid und 2,14 
mM Kalziumchlorid; 

Ein geeignetes Elutionsmittel fur die Reinigung des Faktor 
Vlll-Komplexes (Faktor VIIIR : Ag, Faktor VIIIR : vWp und 
Faktor VIII : C) ist Citratpuffer bei pH-Werten zwischen 6,2 
und 7,3 mit einem Gehalt von 1.0 M Glycin, 2,14 mM Kalzium- 
chlorid und 0,5 M Natriumchlorid bet +4° C. 
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Verfahren zur Reinigung des Faktor VIII-Komplexes 



Pa tentansp ruche 



1 . Verfahren zur Reinigung des Faktor VIII-Komplexes Oder eines 
oder mehrerer Bestandteile hiervon, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB eine unreine Praparation von Faktor 
VIII auf einer unlosiichen Matrix, welche freie Sulfat- 
gruppen aufweist, adsorbiert wird und anschlieBend der 
Faktor VIII oder der gewiinschte Faktor VIII-Bestandteil 
selektiv eluiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB als uniosliche Matrix Dextransulf at , 
Chondroitinsulfat oder sulfatierte Agarose verwendet wird. 
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Verfahren nach Anspruch "1 , dadurch gekennzeich- 
n e t , daB das gewunschte Material von der unloslichen 
Matrix unter Verwendung eines Puffers mit kontinuierlich 
oder diskontinuierlich ansteigender Salzkonzentration 
eiuiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB das Salz ein Ammonium- oder Alkalimetall- 
halogenid, -formiat, -acetat, -sulfat oder -bicarbonat 
ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB das gewunschte Material 
von der unloslichen Matrix unter Verwendung eines Puffers 
mit kontinuierlich oder diskontinuierlich abnehmendem pH- 
Wert eiuiert wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Reini- 
gung des Faktor VHI-verwandten Willebrand-Proteins (Faktor 
VIIIR:vWp) , dadurch gekennzeichnet , daB der 
Faktor VIIIR:vWp von der unloslichen Matrix unter Verwen- 
dung eines Puffers mit einem pH-Wert von 6,0 bis 8,0 und 
einer Natriumchloridkbnzentration von wenigstens 0,3 M 
eiuiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Puffer einen pH-Wert von 6,7 bis 7,0 und 
eine Natriumchloridkonzentration von wenigstens 0,4 M be- 

sitzt. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die anfangiiche Adsorp- 
tion der unreinen Preparation von Faktor VIII bei einer 
Temperatur von 10°C bis 30°C durchgeftihrt wird, 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet , daB das gewunschte Material 
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unter Verwendung eines Puffers, welcher Kalziumchiorid 
bei einer Konzentration von 1 bis 5 mM enthalt, eluiert 
wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die unreine Praparation 
von Faktor VIII menschliches Plasma oder ein hieraus erhal- 
tenes Kryoprazipitat ist. 
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Die Erfindung betrifft die Reinigung des Faktor VIII-Komplexes 
einschlieBlich des Faktor VIII-Koagulationsf aktors und/oder 
des Faktor VHI-verwandten von Wiiiebrand -Proteins. 

Der Faktor VIII ist ein Blutproteinkomplex,. welcher bei den 
friihen Stufen der Biutkoaguiation teilnimmt. Er zirkuliert 
in Spurenmengen im normaien Plasma als ein Glycoprotein mit 
hohem Molekulargewicht- Dieser Komplex besteht aus einem 
Prokoagulant-Bestandteil (Faktor VIII :C) , der biologisch in- 
aktiv ist oder bei Hamophilie A fehlt, und einem weiteren 
Bestandteil, der dem Faktor Vlll-verwandtes von Willebrand- 
Protein (Faktor VIIIR:vWp) genannt wird, wobei dieser bei 
der Platifcchenaggregation mitwirkt und Verklebungseigenschaf - 
ten aufweist. Dieses letztgenannte Protein wird quantitativ 
oder qualitativ im Plasma von an von Wiiiebrand' scher Krank- 
heit leidenden Patienten verandert. Es wird angenommen, dafl 
der Komplex in vivo mit Lipoproteinen verbunden ist, welche 
wahrscheinlich zusatzliche Stabilitat bewirken. Weiterhin 
wird angenommen, da-B optimale Konzentrationen an Kalzium- 
ionen der Einheit des Faktors VIII :C zusatzliche Stabili- 
tat verleihen. 

Die Hamorrhagiesymptome von Hamophilie A oder der von Wiiie- 
brand f schen Krankheit werden durch Applikation des Faktors 
VIII von gesunden Spendern behandelt. Dies kann durch Trans- 
fusion des Gesamtplasmas in milden Fallen oder durch intra- 
venose Applikation von "Kryoprazipitat" in schwereren Fallen 
erfolgen. 

Das Kryoprazipitat wird ublicherweise nach der Arbeitsweise 
von Pool et ai. , Nature 203 : 312 (1964), erhalten. Dies um- 
faBt das Einfrieren des Plasmas und dann dessen langsames 
Auf tauenlassen auf 4 °C, wodurch sich die Bildung des Kryo- 
prazipitates ergibt, das leicht bei 37 °C wieder aufgelost 
werden kann. Die uberwiegende Menge des Faktor VIII im Plas- 
ma wird in dem Kryoprazipitat gewonnen, dieses iiefert daher 
eine geeignete Quelle fiir konzentrierten Faktor VIII fur 
therapeutische Zwecke. 
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Die Behandlung von Hamophilie A und der von willebrand' schen 
Krankheit mit Gesamtplasma Oder Kryoprazipitat weist jedoch 
einige schwerwiegende Nachteiie auf. Beispielsweise ist es 
schwierig, sicherzustelien , daB das Gesamtplasma frei von 
infektiosen Organismen ist, z.B. den fur Hepatitis verant- 
wortlichen Viren und den Viren, welche fur das sogenannte 
"acquired immune deficiency syndrome (AIDS) , d.h. das "er- 
worbene Iirununschwachensyndrom", verantwortlich sind. Irgend- 
weiche solche Organismen werden hochstwahrscheinlich auch in 
das Kryoprazipitat uberfiihrt, das aus infiziertem Plasma er- 
halten wird. 

Es wurden bereits betrachtliche Forschungsanstrengungen zur 
Reinigung des Faktor VIII-Komplexes unterngmmen. Obwohl das 
Ergebnis davon die Reinigung sowohl des Faktor VIII :C als 
auch des Faktors VIIIR:vWp war, umfaBten die verof f entlich- 
ten Arbeitsweisen zur Reinigung zahlreiche getrennte Reini- 
gungsstufen, so daB sich niedrige Ausbeuten ergaben, siehe 

" Baugh et~ : al n ~ Biochimica- Biophysica-Acta- 371 — 3-60--(-1 97 4 ) 

und Olson et al. , J- Lab. Clin. Med."89 ■: 1278 (1977), worin 
Ausbeuten von lediglich 20-40 % angegeben sind. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher ein einfacheres 
und wirtschaftlich vorteilhaftes Verfahren zur Reinigung so- 
wohl des Faktors VIII :C als auch des Faktors VIIIR:vWp. 

Zur Losung dieser Aufgabe dient das erf indungsgemaBe Verfahren 
zur Reinigung des Faktor VIII-Komplexes, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB eine unreine Preparation von Faktor VIII 
auf eine Affinitat aufweisende Matrix mit freien Sulfatgrup- 
pen adsorbiert: wird und anschlieBend die gewiinschten Faktor- 
bestandteile oder Faktorkomponenten selektiv eluiert werden. 

In der GB-PS 2080312 ist die Verwendung einer unloslichen , 
sulfatierten Matrix (Dextransulf atagarose) zur chromato- 
graphischen Trennung der Koagulationsf aktoren II, VII, IX 
und X und einer Faktor VIII-Inhibitor-3ypaflaktivitat , wobei 
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angenommen wird, daB dies der Faktor IXa ist, beschrieben. 
Dies sind die sogenannten Vitamin-K-abhangigen Koagulations- 
faktoren, weiche struktureii miteinander verwandt sind. Der 
Faktor VIII ist jedoch von diesen Faktoren strukturmaflig voll- 
standig verschieden und es war vollkommen uberraschend, daB 
er ebenfaiis eine Bindung an einer unloslichen, sulfatierten 
Matrix wie Dextransuif atagarose erfahrt. DaB eine Anbindung 
des Faktor VIII-Komplexes an Dextransuif atagarose tatsach- 
iich uberraschend ist, wird auch durch die EP-PA 0022052 ge- 
zeigt. In dieser EP-Patentanmeldung ist eine Verf ahrensweise 
zur Reinigung von Blutkoagulationsf aktoren beschrieben, wobei 
diese Arbeitsweise auf dem behaupteten Fehien einer Bindung 
des Faktors VIII :C an sulfatierten Mucopoiysacchariden unter 
den angegebenen Bedingungen beruht. 

Die Vorteile des erf indungsgemaBen Verfahrens im Vergieich zu 
existierenden Arbeitsweisen zur Reinigung von Faktor VIII 
schiieBen die hohen erzielten Ausbeuten, z.B. von 30-50 % des 
bioiogisch aktiven Faktors VIII :C und von 70-80 % des Faktors 
VIIIRrvWp im Ausgangsmateriai , die Trennung von bioiogisch 
aktivem Material von inaktivem Material, die Erhaltung der 
Mehrfachformen mit hoherem Molekulargewicht , von denen an- 
genommen wird, daB sie in den Faktor VIIIR: vWp-Aktivitaten 
eine Rolle spielen, eine verbesserte technische und wirt- 
schaftliche Durchfiihrbarkeit wegen seiner Einfachheit, die 
Anwendbarkeit bei ansatzweisen Verarbeitungen und das Fehien 
irgendwelcher Anforderungen an kompiizierte Laborausrustungen 
oder technische Ausrustungen ein* Das nach dem erf indungsge- 
maBen Verfahren erhaltene, gereinigte Produkt enthalt gerin- 
ge Werte an sowohl Fibrinogen als auch an Fibronectin. Es 
wird angenommen, daB diese beiden Proteine ein einf aches 
Wiederansetzen von vorbekannten Praparationen des Faktor VIII 
verhindern. 

Geeignete sulf athaltige Matrizes schiieBen Dextransuif at oder 
Chondroitinsuifat und sulfatierte Agarose, gegebenenf alls 
gekuppelt an eine Tragermatrix wie Agarose oder Glasperlen, 
ein. Das bevorzugte Medium ist Dextransuif at , das weit vari-. 
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ierendes Molekulargewicht , z.B. von 3500 bis 500 000 Daltons, 
besit2en kann. Die Verwendung einer Tragermatrix wie Agarose 
ergibt ein Medium mit einer festeren Struktur. 

Die Adsorption des Gemisches und die nachfoigende seiektive 
Eiution des Faktors VIII kahn entweder ansatzweise oder in 
einer konventioneiien Chromatographiesaule durchgefiihrt wer- 
den. Die seiektive Eiution der adsorbierten Proteine kann 
durch Waschen der suif athaitigen Matrix mit wassrigen Lo- 
sungen von steigender Saizkonzentration bei entweder kon- 
stanten oder verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt werden, 
wobei die Saizkonzentration kontinuieriich (z.B. linear) 
oder diskontinuierlich variiert werden kann. 

Vorzugsweise wird der Faktor VIII unter Verwendung von Saiz- 
losungen mit zunehmender Ionenstarke bei konstantem pH-Wert 

- von ~6y0 bis- 8,-0 und- besonders -bevorzugt -bei einem — pH^Wert 

von 6,2 bis 7,4 eluiert. . Der Puffer ist vorzugsweise 
Citrat und Kalziumchiorid iiegt vorzugsweise ebenfalis vor. 
Es wurde gefunden, dafl niedrige Konzentrationen, z.B. 2 bis 
5 mil an Kaiziumchlorid bei der Erzieiung hoher Ausbeuten an 
Faktor VIII :C vorteiihaft sind. 

Ein besonders bevorzugtes Eiutionsmittei fur die Reinigung 
von Faktor VIIIR;vWp ist Citratpuf f er , pH = 6,85, mit einem 
Gehait von etwa 0,47 M Natriumchlorid und etwa 2,14 mM Kai- 
ziumchlorid. Ein bevorzugtes Eiutionsmittei zur Reinigung 
des Faktor VIII-Kompiexes (Faktor VIIIRrAg; Faktor VIIIR:vWp 
und Faktor VIII :C) ist Citratpuf fer bei einem pH-Wert zwischen 
6,2 und 7,3 mit einem Gehait von etwa 1,0 M Giycin, etwa 2,14 mM 
Kalziumchiorid und etwa 0,5 M Natriumchlorid. 

Hohe Ausbeuten an Faktor VIII :C werden erzielt, falls der ge- 
samte Arbeitsvorgang bei reduzierter Temperatur, z.B. 4°C, 
durchgefiihrt wird. Es wurde jedoch gefunden, daB die Anbin- 
dung des Faktors VIII-Komplexes an sulfatierte Matrizes bei 
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4°C iangsam vor sich geht, daher wird es bevorzugt, da8 die 
anfangliche Adsorption bei einer Temperatur von 10° bis 30°C, 
z.B. bei 20°C, durchgefiihrt wird. 

Die Queiie fiir den rohen Faktor VIII kann menschiiches Gesamt- 
piasma sein, weiches bei ciem erf indungsgemafien Verfahren direkt 
eingesetzt werden kann. Die hochsten Ausbeuten werden mit Gesamt- 
piasma erhalten. Gegebenenfalis kann jedoch das Piasma partiell 
gereinigt und/oder konzentriert sein, z.B. durch Kryoprazipita- 
tion, bevor es nach dem erf indungsgemafien Verfahren gereinigt 
(oder weiter gereinigt) wird. 

Obwohi die Gesamtausbeuten an aus Kryoprazipitat erhaltenem 
Faktor VIII oftmals geringer ais bei Verwendung von Plasma 
sind, ist dies das bevorzugte Ausgangsmaterial , da die iiber- 
stehende Flussigkeit der Gef rierbehandlung in geeigneter Weise 
zur Reinigung von anderen wirtschaf tlich wichtigen Biutproteinen 
wie den Vitamin-K-abhangigen Koagulationsf aktoren und Albumin 
verwendet werden kann. 

Die Reinigung des Faktors VIII gemafi der Erfindung wird anhand 
der folgenden Beispiele naher erlautert. Die in diesen Beispie- 
len angewandten Methoden zur Bestimmung des Faktors- VIII und 
anderer Aktivitaten sind wie folgt: 

Faktor VIII :C, der Prokoagulanzf aktor 

Die Aktivitat des Faktors VIII :C in unbekannten Proben wird 
durch Messung der Fahigkeit zur Korrektur der Koa ^ u ^^^ tzt 9 
zeit von Plasma mit einem Mangel an Faktor VIII :C/ Es wird 
eine handelsubliche , zweistufige Bestimmungseinheit fur Fak- 
tor VIII (Diagnostic Reagents Ltd., Thame, Oxon, England) bei 
diesen Untersuchungen eingesetzt. Diese basiert auf der von 
Denson K.W.E. (Trans, of the International Committee on Haemo- 
stasis and Thrombosis, Chapel Hill, North Carolina, USA, 
Dezember 1966) entwickelten Methode, welche auf dem zwei- 
stufigen Thromboplastinbildungstest von Biggs, Eveling und 
Richards, 1 955 , . beruht . Hierzu werden Reihenverdunnungen der 
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Testmaterialien und von standardmafiigem, normalem, gepooltem 
Plasma als Kontrolle bei 37°C fur zehn Minuten mit normalem 
Serum, Phospholipid und Koagulationsf aktor (Gerinnungsf aktor ) V 
inkubiert. Die Mischungen werden dann in normalem Substrat- 
plasma in Teilmengen unterteilt und die zur Ausbildung der 
Fibringerinnung erforderliche Zeit gemessen. Es wird eine 
direkte, lineare Beziehung zwischen der Koagulationszeit 
und der Konzentration an Faktor VIII :C gefunden. 

Untersuchung auf Ristocetin-Cof aktor 

Zusatzlich zu der Prokoagulieraktivitat des Faktors VIII 
(Faktor VIII :C) zeigt der Faktor VIIIRrvWp in dem Faktor 
VTII-Komplex eine Plattchenaggregationsaktivitat in An- 
wesenheit des rudimentaren Antibiotikums Ristocetin. Diese 
Aktivitat wird als Ristocetin-Cof aktor-Aktivitat (Faktor 
VIIIR:CoF) bezeichnet, und es wird weit verbreitet ange- 
nommen, daB sie das Equivalent der Aktivitat des von Wille- 
brand-Faktors , Faktor VIIIRrvWp, ist. Bei der Untersuchung 
werden" nomale~PlattcSen, ~ w^l^li^^tiemXsch" mit "Formalin 
fixiert sind, mit den Testprbben vermischt, und das Anti- 
biotikum Ristocetin wird zugesetzt, wodurch die Aggregation 
der Plattchen induziert wird. Der Zeitverlauf dieser Aggre- 
gation kann durch Lichtransmissionsmessungen bei einer gu- 
ten Korr elation zwischen der Anf angsgeschwindigkeit der 
Aggregation und der Menge an Faktor VIII :vWp in den Test- 
proben verfolgt werden. Durch Vergleich mit Testproben mit 
bekannter, standardmafliger Konzentration an Faktor VIIIRrvWp 
kann die Menge des Faktors VIIIRrvWp in den nicht bekannten 
Proben berechnet werden. 

Immunounter suchungsmethoden r 
( 1 ) Elgktroi^unounter suchung 

Hochgereinigter Faktor VIII-Komplex vom Menschen kann zur 
Erhohung der heterologen Antiseren in Kaninchen mit hoher 
Titeraktivitat , welche gegen die Molekule des Faktors VIII 
gerichtet ist, benutzt werden. Diese Antiseren reagieren 
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unverandert mit menschlichem Faktor VIII unter Bildung von 
Prazipitaten oder Ausfallungen , falls das korrekte Verhalt- 
nis von Faktor VIII zur Antiserumkonzentration erreicht 
wird. Diese Erscheinung kann ausgenutzt werden, um maBig 
empfindliche Techniken zur Abschatzung von antigenen Deter- 
minantien (Faktor VII IR:Ag) auf den Faktor VIIIRzvWp zu 
entwickeln. Bei der konventionellen immunoelektrophoreti- 
schen Methode (Laurell, C.B. (1966) Analytical Biochemistry 
15 : 45) wird das spezifische Antiserum in Agarosegel ein- 
gebaut, durch welche der Faktor VIII elektrophoresiert wer- 
den kann. Wenn die Proteine wandem, treten sie mit dem 
Antiserum in Wechselwirkung, wobei die Ausbildung von Aus- 
fallungen bewirkt wird. Nach einer geeigneten Zeit wird 
die Elektrophorese gestoppt und die Proteinausfallungen 
wefden fixiert und gefarbt. Die AntikSrper-Antigen-komplexe 
werden als "Prazipitationsgebirge" sichtbar_ gemacht , wo ihre 
Hohen proportional zu der Menge an in den urspriinglichen Pro- 
ben vorhandenen Faktor VIII-Antigen proportional sind. 

Eine Modifizierung dieser Technik kann angewandt werden, 
hierdurch ist es mogiich, eine qualitative Information iiber 
die GrQBe der Faktor VIII-Komplexe in einer vorgegebenen 
Probe zusammenzutragen. Diese Technik ist als "zweidimen- 
sionale., gekreuzte Elektrophorese" (2 DCIE) bekannt. Die 
Probe wird durch Agarosegel bei Abwesenheit von Zusatz- 
antiserum der Elektrophorese unterzogen, wenn die Wande- 
rung proportional zur Grofie der Molekule beobachtet wird. 
Nach einer geeigneten Zeitspanne werden die Proteine er- 
neut der Elektrophorese (in einer Richtung senkrecht zur 
Richtung der ersten Elektrophorese) in ein zweites Agarose- 
gel unterzogen, in welchem das Antiserum eingebaut worden 
ist. Nach dem Fixieren und Farben der Ausf allungslinien 
kann der durch den Faktor VIII in der ersten Dimension 
zuruckgelegte Abstand gemessen werden, und die Molekular- 
groBe abgeschatzt werden. 
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(2) Enzymgebundener Immunotest (ELISA) : 

Heterologes Kaninchenantiserum mit hoher, gegen mensch- 
lichen Faktor VIIIRrAg gerichteter Titeraktivitat wird 
in den Lochern von speziell ausgelegten Mikrotiterpiat- 
ten bei alkalischem pH immobiiisiert . Nach Entfernung 
von uberschiissigem Antiserum werden Serienverdiinnungen 
von Testproben und Standardproben mit diesen Piatten bei 
neutralem pH in Anwesenheit von grenzf iachenaktiven Stof- 
fen zur Verhinderung einer nicht-spezif ischen Adsorption 
an der Oberflache inkubiert. Die Piatten werden grund- 
iich von nichtgebundener Probe freigewaschen, und dann 
mit mehr des gieichen Antiserums reagieren gelassen, 
jedoch wo die Antikorper zuvor chemisch an das Enzym, 
Meerrettichperoxidase, chemisch gekuppeit wurden. 

Die Menge des enzymgebundenen Antiserums, weiches auf 
den Piatten gebunden wird, steht in direkter Beziehung 

_ .mit _d_er_ Menge „an_ Faktor, VIIIR:Ag. in den Lochern , j^eiche 
durch das erste Antiserum immobiiisiert worden sind. Dies 

. kann durch Verwendung eines ausgewahiten spezif ischen En- 
zymsubstrates und Messung'der Menge an gefarbtem Produkt 
durch LichtabsorptionsmeSmethoden quantitativ bestimmt 
werden. Die Vorteiie der ELISA-Technik iiegen darin, daB 
sie weniger Zeit benotigen, hinsichtlich der Verwendung 
des heteroiogen Antiserums wirtschaf tiicher sind und in 
gieicher Weise wie die konventioneiie Eiektroimmunotest- 
methode empfindiich sind. 

(3) 5^i2i5}5HQ2y!l£?£§li£^yD2- 131^1. 

Es wurde hochgereinigter Faktor VIIIR:vWp nach dem er- 

125 

f indungsgemaBen Verfahren hergesteiit und mit I mit- 
teis einer Modif izierung der Jodmonochioridmethode radio- 
aktiv makiert. Dieses makierte Materiai konnte dann bei 
einem Verdrangungstest auf Faktor VIIIR:vWp verwendet werden, 
wenn eine begrenzte Menge eines Kaninchenantiserums , das 
spezif isch fur den menschiichen Faktor VIIIR:vWp ist, in 
den Mischungen des makierten und des nichtmakierten Mate- 
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rials verwendet wurde. Die Antikorper-Antigen-komplexe 
wurden von dem nichtgebundenen Antigen (uberschiissiger 
Faktor VII IR:vWp) abgetrennt und ihre Radioaktivitat 
ausgezahit. Es besteht eine umgekehrte Korreiation zwi- 
schen der in den Komplexen gefundenen Radioaktivitat und 
der Menge des in den Testproben vorliegenden Faktors 
VIIIR:vWp. Die Werte fur den Faktor VIIIR:vWp konnten dann 
unter Verwendung von Standardkurven Oder Eichkurven berech- 
net werden, weiche aus den Ergebnissen bei Serienverdiinnun- 
gen von Standardkonzentraten des Faktors VIIIR:vWp erhalten 
worden waren. Der groBe Vorteii der RIA im Vergleich zu 
konventioneiien immunoeiektrophoretischen Methoden ist 
die sehr viel groBere Empf indlichkeit , wodurch eine ge- 
naue Abschatzung der Werte des Faktors VIIIR:vWp in der 
GroBenordnung von 0,1 % des in normal en Plasmaproben ge- 
fundenen Werte moglich ist. 

( 4 ) Mult ime r <££ o Ben t e chnik 

Es ist bekannt, daB der Faktor VIIIRrvWp im normalen Plas- 
ma in Form polymerer (muitimerer) Aggregate des Grundmole- 
kulkomplexes des Faktors VIII zirkuliert. Es wird angenom- 
men, daB die Aktivitat des Faktor VIII /von Willebrand-Fak- 
tor/Ristocetin-cofaktor nur bei grofieren multimeren Formen 
vorkommt, weiche im Plasma von Patienten mit von Wille- 
brand f scher Krankheit fehlen Oder reduziert sind. Diese 
multimeren Formen konnen unter Anwendung einer Modifizie- 
rung der MultimergroBentechnik von Ruggeri und Zimmermann 
(Z.M, Ruggeri und T.S. Zimmermann (1981) Blood 57: 
1140-1143; M.S. Enayat und F.G.H. Hill (1983) J. Clin. 
Pathol. 36 : 915-919) identif iziert werden. 

Hierzu werden verschiedene multimere Formen des. Faktors 
VIII mit 8M Harnstoff/2 % Natriumdodecylsulf at vorbehan- 
delt, urn die verschiedenen multimeren Formen voneinander 
zu dissoziieren, diese werden entsprechend ihren rela- 
tiven GroBen durch Elektrophorese in 0,8 % Agarose/2,5 % 
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Polyacrylamidgel getrennt. Die Proteine werden dann fixiert 
und griindlich gewaschen, hieran schlieBt sich die Inkubation 
mit auf Faktor VIII spezif ischem, radiomarkiertem Antiserum 
an. Oberschiissiges, nichtgebundenes Antiserum wird durch 
Waschen entfernt, und die Komplexe von Faktor VHI/radio- 
markiertem Antifaktor VIII werden in den Gelen durch auj-g-^ 
radiographische Arbeitsweisen sichtbar gemacht, wobei/die 
Intensitat der Beiichtung von Rontgenf ilmen und die rela- 
tive Bewegiichkeit der Molekiiie des Fak tors VIIIR :vWp wah- 
rend der eiektrophoretischen Arbeitsweisen Informa'tionen 
hinsichtlich der Zahi, der Konzentration und der Grofie der 
multimeren Formen von Faktor VIII, wie er in der urspriing- 
lichen Probe vorliegt, geliefert werden. Eine alternative 
Methode wurde entwickelt, urn das nach eiektrophoretischen 
Arbeitsweisen aufgetrennte Protein zu lokalisieren und 
quantitativ zu bestimmen. Nach dem Fixieren und dem griind- 
lichen Waschen mit destilliertem Wasser wird das Gel zu- 
nachst mit Kaninchen-Antimensch.-Faktor VIIIR :Ag in Phosphat- 
puffer mit einem Gehalt von 0,1 % eines grenzflachenaktiven 
Stoffes (Tween 20) inkubiert, nach der Entfernung von uber- 
schussigem, nichtgebundenem Kaninchen-Antiserum wird das 
Gel mit Schweine-Antikaninchen-Immunoglobulin, inkubiert, 
daran schlieBt sich die Inkubation mit peroxidase-gebun- 
denem Kaninchenimmunoglobulin an. Nach griindlichem Waschen 
wird das Gel mit 0,05 % des Enzymsubstrates Diaminobenzidin 
und 0,2 % Wasserstoffperoxid iiberschichtet. Nach vollstan- 
diger Farbung kann das Gel gewaschen, getrocknet und ge- 
lagert werden, und die Banden konnen durch konventionelle 
Photographie sichtbar gemacht werden oder durch Messung 
der FarbintensitMt der gefarbten Banden nach standard- 
maBigen, spektrophotometrischen Abtastarbeitsweisen quanti- 
tativ ausgemessen werden. 

) immunoradiometrische_Unters 

Schwerkranke Hamophilie-Patienten , welche vieie Trans- 
fusionen erhalten haben, entwickeln manchmal Inhibitoren 
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gegen den normalen Faktor VIII :C. Es wurde gezeigt, daB 
solche Inhibitoren Immunoglobulinantikorper (Immunoglobu- 
lin = IgG) sind und daB sie aus dem Plasma solcher Patien- 
ten isoliert und bei einer empf indlichen Methode zur quanti- 
tativen Bestimmung des mit der Aktivitat des Faktors VIII:C 
verbundenen Antigens (Faktor VIIIC:Ag) verwendet werden 
konnen. Die gereinigten IgG-Molekule mit Antifaktor VIIIC:Ag 
Aktivitat werden durch das proteolytische Enzyrc Pepsin unter 
reduzierenden Bedingungen abgebaut, wobei niedermolekulare 
aktive Fragmente (Fab/) erhalten werden, welche immer noch 

ihre Antifaktor VIIIC:Ag-Aktivitaten beibehalten. Eine sol- 

1 25 

che Preparation kann mit I nach konventionellen Methoden 
radioaktiv markiert werden und im UberschuB zu einer geeig- 
neten Verdiinnung der Testproben zugesetzt werden. Nach der 
Inkubation bei 37°C wahrend 4 Stunden werden die Proteine, 
welche die Faktor VIIIC :Ag-Fab^-komplexe mit hohem Molekular 
gewicht einschlieBen, selektiv mit gesattigtem, 38 %igen 
Ammoniumsulfat ausgefallt. Die Radioaktivitat in diesen 
Ausfallungen wird bestimmt. Es besteht eine gute Kor rela- 
tion zwischen der Menge an Faktor VIIIC:Ag in der Probe 
und der in den Ausfallungen gefundenen Radioaktivitats- 
menge. Absolutwerte konnen durch Vergleich mit Verdiinnungen 
von Standardproben mit einem Gehalt des Faktors VIIICrAg, 
welche durch die ganze Testarbeitsweise gleichzeitig durch- 
gefxihrt wurden, abgeschatzt werden. 

Plattchenbindungsuntersuchung 

Radioaktiv markierter Faktor VIIIR:vWp kann bei einem extrem 
empf indlichen Test auf Bindung des Faktors VIII an Formalin- 
fixierte Plattchen bei Abwesenheit von Ristocetin verwendet 
werden. Plattchen werden aus den Plasmen von normalen Spen- 
dern isoliert, mit Formalin fixiert und bis zum Gebrauch bei 
-80°C gelagert. Bekannte Mengen an mit 1 25 I-markiertem Faktor 
VIII werden zu Testproben zugesetzt und mit dem "kalten" (in- 
aktiven) Faktor VIII fur eine begrenzte Anzahl von Plattchen 
in Anwesenheit von Ristocetin bei 37°C in Konkurrenzreaktion 
treten gelassen. Nach einer halben Stunde werden die Plattchen 
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durch Zentrifugieren entfernt und geeignete Teilmengen der iiber- 
tehenden Flussigkeit fur die Messung der Radioaktivitat entnom- 



s 
men 



Das vorhandensein von Isotop in den Uberstehenden Fiussigkeiten 
ist proportional der Menge an Faktor VIIIRrvWp in den Testpro- 
ben, und die absoiuten Mengen konnen unter Heranziehung einer 
Standardkurve oder Eichkurve berechnet werden, welche aus Da- 
ten konstruiert wurde, die unter Verwendung von Standardproben 
des Faktors VIIIR:vWp erhaiten worden waren. 

Messuna der Aktivitaten von proteolytischem Enzym- 
Der Faktor VIII-Komplex kann eine Inaktivierung durch Verun- 
reinigung mit Aktivitat von proteolytischem Enzym erf ahren. 
zahlreiche dieser Enzyme konnen wahrend der bei der Erfin- 
dung angewandten Arbeitsweisen aktiviert werden, und eine 
Verunreinigung des Endproduktes kann seine Brauchbarkeit 

-bei -therapeutischen Anwendungen begrenzen. Es wird ange 

nommen, dafi die wahrscheinlichsten Verunreinigungen bei 
Praparationen des Faktors VIII Thrombin (Faktor Ha) und 
aktivierter Gerinnungsf aktor X (Faktor Xa) , plus den Kon- 
taktfaktoren (Faktoren XIa und Xlla) sind. Die Aktivitaten 
von proteolytischem Enzym konnen unter Verwendung von spezx- 
fischen chromogenen Substraten (S2222 zur Messung der Faktor 
Xa-Aktivitat, S2238 fur Thrombin und S2302 fur Plasma Kallx 
krein) abgeschatzt werden. Die Substrate waren handeisubiich 
(von KabiVitrum AB, Stockholm, Schweden) , und sie wurden durch 
eine Modif izierung der vom Hersteller empfohlenen Arbeitswexse 
bei Mikrotiterplatten eingesetzt, wobei die Enzymkinetik durch 
spektrophotometrische Absorptionsmethoden iiberwacht wurde. 

Hochleistungsflussigkeitsch romatographie (HPLC) 

Faktor VIII enthaltende Fraktionen , welche aus den unter Ver- 
wendung der erfindungsgemaB eingesetzten Af f initatsmatrizes 
durchgefuhrten Chroma tographiearbeitsweisen herriihrten, wur- 
den auf die Molekulargewichtsverteilung des Proteins mittels 
Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC) unter Verwen- 
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dung von handelsiiblichen Gelf iltrationssaulen (entweder TSK- 
SWG-4000 (void exclusion Moiekuiargewicht 1 000 000 Daitons) 
Oder TSK-SWG-3000 (void exciusion-Moiekuiargewicht 500 000) 
von Beckmann RII C, High Wycombe, Bucks. England) untersucht. 
Diese Saulen wurden verschiedenartig, bei 0,5 Oder 1,0 ml/min , 
betrieben und mit Puffern entwickelt, welche 14 mM Trinatrium- 
citrat, 2,14 mM Kalziumchlorid, 0,15 M Natriumchlor id , pH = 7,0, 
umfaflten. 

Enzymgebundene Immunountersuchungen (ELISA) auf andere s Plasma- 
protein 

Es sind Antiseren mit hohen Titerwerten und groBer Spezifizitat 
gegen verschiedene Antigene im Handel erhaltlich. Unter Anwen- 
dung der gleichen fur den EL ISA -Test auf Faktor VIIIRrAg ausge- 
arbeiteten Prinzipien wurden spezifische ELISA-Tests zur Mes- 
sung der Antigene, welche mit den normalen Plasmaproteinen 
Fibrinogen, Fibronectin (kalt unlosliches Globulin, GIG) , 
Plasminogen, Immunoglobulin G (IgG) , Immunoglobulin M (IgM) , 
Gerinnungsfaktor IX, A -Lipoproteinen (HDL 2 , Moiekuiargewicht 
350 000 Daitons , und HDL-j , Moiekuiargewicht 250 0000 Daitons) 
und B-Lipoprotein (VLDL, Moiekuiargewicht groBer als 
10 000 000 Daitons und LDL, Moiekuiargewicht 3 000 000 Daitons) 
assoziiert sind. 

Beispiel 1 

Reinigung von Faktor VIIIRivWp aus Kryoprazipifa t durch Saulen- 
chromatographie 

Eine wassrige Losung von Dextransulf at (15 mg/ml) wurde durch 
Auflosen von Dextransulf at mit einem scheinbaren Moiekuiarge- 
wicht von 500 000 Daitons (Produkt von Pharmacia Fine Chemi- 
cals, Uppsala, Schweden) hergestellt. 360 ml der Dextransul- 
fatlosung wurden zu 600 ml von abgesetztem, gewaschenem Sepharose 
6B Oder Sepharose 4B (Produkt von Pharmacia Fine Chemicals, 
Uppsala, Schweden) zugesetzt und unter Rvihren auf +4°C in einem 
mit Eis gekuhltem Reaktionsbehalter abgekiihlt. Der pH-Wert wurde 
auf 11,0 eingestellt, und es wurden 12 g Bromcyan zugesetzt 
und geruhrt. Der pH-Wert wurde zwischen 10,0 und 11,3 durch 
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Zusatz von 4 N Natriumhydroxidlosung gehalten, und die Reaktion 
wurde 45 Minuten bei 4°C abiaufen geiassen. Die Zugabe von Na- 
triumhydroxidlosung wurde unterbrochen , und die Reaktionsteil- 
nehmer wurden unter konstantem Ruhren auf Zimmertemperatur er- 
warmen geiassen, und der pH-Wert wurde sich auf 8,5 stabilisie- 
ren geiassen. Die Mischung wurde iiber Nacht bei Zimmerumgebungs- 
temperatur stehengelassen, danach wurde das Harz mit 0,2 M Na- 
triumborat/0,5 M Natriumchlorid bei P H = 8,5 und dann anschlies- 
send mit 0,2 M Natriumacetat/0 , 5 H Natriumchlorid bei pH = 4,0 
gewaschen. Das Harz wurde in eine silikonbehandelte Glassaule 
eingegossen und mit 14 mM Trinatriumcitrat , 2,14 mM Kalzium- 
chlorid und 0,15 H Natriumchlorid, pH - 6,85, ins Gleichge- 
wicht gesetzt. Das aus Einzelspenden von citratbehandeltem 
Gesamtblut erhaltene Kryoprazipitat wurde in annahernd 40 ml 
des Gleichgewichtspuffers wieder aufgelSst und mit 1/10 Voiumen 
Aluminiumhydroxid (0,25 g/ml) fur. drei Minuten bei 37°C be- 
handelt, urn die Vitamin K-abhangigen Gerinnungsf aktoren zu 

__entfernen._ Das. AluminiumhYdroxid wurde Zentr if ugieren. ent- 

fernt, und die uberstehende Flussigkeit wurde auf die Saule 
aufgegeben und bei Zimmertemperatur eluiert, bis die optische 
Dichte bei 280 mn vom Eluat dieselbe wie in dem Elutionspuffer 
war. Ein linearer Salzgradient von 0,15 - 1,0 M Natriumchlorid 
in 14 mM Trinatriumcitrat, 2,14 mM Kalziumchlorid bei pH = 6,85 
wurde dann aufgegeben, und der Faktor VIIIRrvWp eluierte scharf 
als Einzelkomponente bei einer Salzkonzentration von annahernd 
0,47 M Natriumchlorid. Es wurde beobachtet, daG der Faktor VIIIR: 
vWp nachfolgend auf irgendwelche nachweisbaren Mengen von Fibrino- 
gen, Faktor IXa und Faktor XI eluiert. Spurenmengen von Fibro- 
nectin, Faktor VIII :C (bis zu 1 % der auf die Saule aufgegebe- 
nen Gesamtmenge) und Faktor VIIIR:Cag (bis zu 5 % der Gesamt- 
menge) waren in dem absteigenden Ast des Peaks (der Spitze) des 
Faktors VIIIRrvWp vorhanden. Die Ausbeuten an Faktor VIIIR :vWp 
machten annahernd 85 % des auf das Reinigungssystem aufgegebe- 
nen Faktors VIIIRrvWp aus. Es wurde gezeigt, daB das Protein 
in hoch multimerer Form vorliegt und annahernd 65 % des in dem 
Anfangsmaterial aufgegebenen Faktor VIIIR rAg-gehaltes enthalt, 
wobei die anderen 35 % des Faktors VIIIRrAg in der anfanglichen 
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Leerfraktion vorlagen, wobei jedoch nicht nachweisbare Aktivi- 
tSt des Faktors VIIIRrvWp mit dem Faktor VIIIC:Ag vorlag, die 
nur einen Bruchteil ( <5 %) der Anf angs-VTII :OaktivitSt besaB. 

Beispiel 2 

Reinigung von Faktor VIIIR;vWp aus Gesamtplasma durch Saulen- 
chromatographie 

100 ml frisches, an Plattchen armes Plasma wurde mit 10 ml Alu- 
miniumhydroxidlosung (0,25 g/ml) wahrend drei Minuten bei 37°C 
absorbiert, dann wurde das Aluminiumhydroxid durch Zentri- 
fugieren entfernt. Dieses absorbierte Plasma wurde dann mit 
einem gleichen Vo lumen an Gleichgewichtspuf f er , bestehend 
aus 0,15 M Natriumchlorid, 14 mM Trinatriumcitrat und 2,14 mM 
Kalziumchlorid, P H = 6,85, vermischt. Diese Mischung wurde auf 
eine Saule von 65 x 1,8 cm, gefullt mit an Sepharose 4.B gekuppel- 
tem Dextransulfat (hergestellt wie in Beispiel 1), aufgegeben und 
mit Elutionspuffern bei 36 ml/h unter Auffangen von Fraktionen 
von 10 ml bei Zimmertemperatur entwickelt. Nach dem Waschen der 
Matrix mit Puffer wurde ein linearer Gradient von 0,15 - 0,80 M 
Natriumchlorid aufgegeben und die dem Faktor VIIIR:vWp entsprechen- 
den Fraktionen wurden bei 0,47 M Natriumchlorid eluiert. Die 
Endausbeute an Faktor VIIIR/vWp wurde zu 90 % der auf die Saule 
aufgegebenen Aktivitat bestimmt. 

Beispiel 3 

Reinigung von Faktor VIIIRrvWp aus Gesamtplas ma durch Salz- 
gradientenchromatographie unter Verwen dung anderer Salze als 
Natriumchlorid 

Die in Beispiel 2 angewandten Arbeitsweisen wurden zur Reini- 
gung von Faktor VIIIR:vWp aus Gesamtplasma mit geringem Platt- 
chengehalt modifiziert, wobei andere Salze in den Gradienten- 
losungen anstelle von Natriumchlorid verwendet wurden. Um die 
Lokalisierung der Peaks mit einem Gehalt an Faktor VIIIR/vWp 
zu erleichtern, wurden 1,0 ml radio-markierter Faktor VIIIRtvWp 
zu 2 ml Plasma (im AnschluB an die Behandlung mit Aluminium- 
hydroxid) plus 7 mi Anfangspuffer zugesetzt und das Gemisch 
wurde auf eine Saule von Dextransulf at-Sepharose 4B-Matrix 
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von 30 x 0,9 cm aufgegeben und bei Zimmerumgebungstemperatur 
entwickelt. Es wurden zwei identische Saulen parallel gefahren, 
um einen direkten Vergleich des untersuchten Salzes mit dem 
Effekt von Natriumchlorid zu ermoglichen. Der Anf angspuf fer 
bestand aus 14 mM Trinatriumcitrat und 2,14 inM Kalziumchlorid, 
pH = 6,85. Die Salze enthaltenden Puf f ergradienten umfafiten 
immer den Anf angspuf fer plus die gewahlte Saizkonzentration 
bei pH = 6,85. Die Radioaktivitatspeaks wurden auf Faktor 
VIIIR:Ag durch Elektroimmunotest , Faktor VHI-Plattchenbin- 
dungsaktivitat und Faktor VIIIR:CoF-aktivitat gepriift. In 
alien Fallen fielen die durch die Salzgradienten entwickel- 
ten Spitzen der Radioaktivitaten mit den mefibaren Faktor VIII- 
aktivitaten zusammen. Das radioaktiv markierte Material ver- 
hielt sich identisch zum Faktor VIIIR:vWp im Plasma bei der 
Chromatographiearbeitsweise. Die gewahlten Salze besorgten die 
Eiution des Faktors VIIIR:vWp bei unterschiedlichen Konzentra- 
tionen; die Molaritat des Salzes, bei welchem die Aktivitats- 
spitze unter Verwendung verschiedener Salzgradienten eluiert^ ^ 
" wurde/ ist in der~Tabelle" I gezeigt. Bei diese^n Vefsuch-sreihen 
wurde der pH-Wert auf pH = 6,85 gehalten, wobei dies der pH- 
Wert war, bei welchem die starkste Affinitat des Faktors VIII 
im Natriumchlorid beobachtet wurde. Die einzige Ausnahme war 
die Unter suchung mit Ammoniumbicarbonat , wobei der Gradient 
von 0,05 bis 1,2 M Ammoniumbicarbdnat bei pH = 7,7 verlief. 
Zahlreiche losliche Salze konnen statt Natriumchlorid bei 
den zur Eiution des Faktors VIIIR:vWp aus der Matrix ver- 
wendeten GradientenlSsungen verwendet werden. 



SALZ 



TABELLE I 

MOLARITAT, BEI DER VIIIR:vWp 
ELUIERTE 



Natriumchlorid 
Lithiumchlorid 
Kaliumchlorid 



NaCl O' 464 

LiCl 0,944 

KCI °' 286 

Ammoniumchlorid NH 4 C1 0,733 

Magnesiumchiorid MgCl 2 0,427 

Natriumfluorid NaF 0,733 

Natriumbromid NaBr 0,381 
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Fortsetzung Tabelle I 



Natriumformiat • NaHC0 2 0,575 

Ammoniumformiat NH 4 HC0 2 0,730 

Natriumacetat NaCH 3 C0 2 . 0,644 

Natriumsulfat Na 2 S0 4 0,354 

Ammoniumsulfat (NH 4 ) 2 S0 4 0,420 

Ammoniumbicarbonat NH 4 HC0 3 0,529 

Beispiel 4 

Reinigung des Faktors VIII-Komplexes aus Plasma durch Sauien 



chromatographie mit Ammoniumchloridqradienten 

Die gemaG den Angaben in Beispiel 1 hergestellte Matrix aus | 
Dextransulfat-Sepharose 4B wurde in zwei identische, mit j 
Silikon behandelte Glassaulen von 30 x 0,9 cm eingefiillt j 
und mit 14 mM Trinatriumcitrat/2 , 1 4 mM Kalziumchlorid bei j 
4°C bei einer konstanten Stromungsrate von 20 ml/h ins Gleich- 
gewicht gesetzt. 9 Volumina frisches, citratbehandeltes Plasma 
mit geringem Plattchengehalt wurden mit 1 Volumen Aluminium- 
hydroxid (0,25 g/ml) bei 37°C ftir 3 Minuten behandelt, und 
das Aluminiumhydroxid wurde durch Zentrif ugieren entfernt- 
10 ml des an Aluminiumhydroxid 1'fe.sorbierten Plasmas und 10 ml 
des nichtabsorbierten Plasmas wurden jeweils getrennt zu deiji 
zwei Sauien gegeben und parallel zueinander unter Anwendung 
derselben Gradienten fur beide Sauien eluiert. Nachdem das: 
Leermateriai eluiert worden war, wurde ein linearer Salzgra- 
dient, enthaltend 380 ml Gleichgewichtspuf fer und 380 ml des- 
selben Puffers mit einem Gehalt von 0,8 H Ammoniumchlorid durch 
beide Sauien gleichzeitig durchlaufen gelassen. Es wurden F::ak- 
tionen von 3,5 ml aufgefangen und auf die Gehalte yon Faktor 
VIIIR:Ag, Fibrinogen, Fibronectin, Faktor VIIIRrCoF, Faktor 
VIIIC:Ag und Faktor VIII :C untersucht und die Gesamtausbeu-j 
ten wurden im Vergleich zu Plasmaproben berechnet, welche j 
wahrend der Dauer des Versuchs bei 4°C inkubiert worden warlen. 
Es wurde gefunden, daB keines der untersuchten Proteine in jiem 
Leermateriai, welches aus den Sauien eluiert wurde, vorlag,j und 
beide Sauien ergaben identische Profile. Fibrinogen eluiertje 
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als charfe Spitze (Peak) bei 0,20 M Ammoniumchlorid , Fibro- 
nectin bei 0,33 M Ammoniumchlorid und Faktor VIIIR:CoF/Fak- 
tor VIIIR:Ag bei 0,53 M Ammoniumchlorid. Der Faktor VII IC:Ag 
wurde teilweise von der Masse des Faktors VIIIR:Ag getrennt, 
und eluierte zuerst als kleine Aktivitatsspitze zusammen mit 
dem Fibronogen und an zweiter Stelle als zweiter Hauptpeak, 
der unmittelbar vor dem PeakFaktor VIIIR:Ag/R:CoF eluierte 
jedoch diesen uberlappte, bei 0,45 M Ammoniumchlorid. Dieser 
letztgenannte Faktor VIIIC:Ag-Peak enthielt signifikante Men- 
gen an aktivem Faktor VIII:C (wie durch den 2 -Stuf en-Test) be- 
stimmt wurde. Die Gesamtausbeuten waren 86 % Faktor VIIIR:Ag, 
50 % Faktor VIIIC:Ag, 100 % Faktor VIIIR:CoF, 50 % Fibrinogen 
und 75 % Fibronectin. Die Gesamtausbeute an Faktor VIII :C 
betrug 25 %, falls das mit Aluminiumhydroxid absorbierte 
Material verwendet wurde, jedoch iediglich 10 %, wenn nicht- 
absorbiertes Material eingesetzt wurde. 

- Es wurde -gef unden,- dafi- der_ grofier.e. Tell .der Aktivitaten an _ _ _ 
Kallikrein und thrombinShnlichem Enzym nicht in der SMule 
adsorbiert wurden und zusammen mit der Leerf raktion eluier- 
ten. Die dem Faktor VIIIR-.vWp und dem Faktor VIII :C ent- 
sprechenden Fraktionen enthielten nur Spuren an Aktivitaten 
an Kallikrein und thrombinahnlichem Enzym. Diese Werte waren 
durch die Behandlung mit Aluminiumhydroxid reduziert worden. 
Es lagen noch immer signifikante Mengen an Faktor Xa-ahnlicher 
Aktivitat vor, jedoch im AnschluB an die Ausfallung der Pro- 
teine in der Fraktion unter Verwendung von 10 % (Gew./Vol.) 
Polyethylenglykol 6000 bei 4°C, blieb diese Faktor Xa-Akti- 
vitat in der (iberstehenden Flussigkeit bei guter Gewinnung 
des Faktors VIII in den Ausfallungen (Prazipitaten) zuriick. 

Beispiei 5 

Reinigung des Faktor VIII-Komplexes aus Kryoprazi pitat durch 
Saulenchromatographie mit Natriumchloridgradie n. t en 
Eine silikonbehandelte Glassaule von 60 x 1,6 cm wurde mit dem 
in Beispiei 1 hergestellten, an Sepharose 4B gebundenen Dextran 
sulfat gefvillt und bei 4°C und 36 ml/h mit 14 mM Trinatrium- 
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citrat, 2,14 mM Kalziumchlorid bei pH = 6,85 ins Gleichgewicht 
gesetzt. 100 ml Blut von einem normalen Spender wurde in 1/10 
Voiumen von 3,8 % Trinatriumcitrat gesammelt, und es wurde 
plattchenarmes Plasma im AnschluB an ein Zentrifugieren bei 
2000 x g bei 4°C wahrend 30 Minuten erhalten. Das Plasma wurde 
in sechs getrennte Teilmengen von 10 ml in Polypropylenrohr- 
chen aufgeteilt und iiber Nacht bei -80°C gelagert. Im AnschluB 
an das Auftauen bei 4°C und ein Zentrifugieren bei 4°C mit 
2000 x g wahrend 30 Minuten wurde die uberstehende Fliissig- 
keit verworfen. Zu dem erhaltenen Kryoprazipitat in jedem 
Rohrchen, resuspendiert in 5 ml des Gleichgewichtspuf f ers 
bei 37°C, wurden 1 ml einer 50 Vol. /Vol. -% Suspension von 
Gelatine, welche an Sepharose 4B entsprechend der Arbeits- 
weise von Cuatrecasas P, Wilchek M und Anfinsen C.B. (1968) 
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 6J_ : 6367-643 gekuppelt und zuvor 
mit dem gleichen Puffer ins Gleichgewicht gesetzt worden war, 
zugesetzt. Nach dem Mischen wurden die Rohrchen weiter bei 37°C 
fur 15 Minuten vor einem Zentrifugieren bei 3300 x g wahrend 
10 Minuten bei 37°C inkubiert. 5 ml der uberstehenden Flussig- 
keit aus jedem der sechs Rohrchen wurden entnommen, kombiniert 
und auf die Chroma tographiesaule aufgegeben. Nachdem die Elution 
von nichtgebundenem Material als vollstandig bestimmt worden war, 
wurde ein linearer Natriumchloridgradient , enthaltend 180 ml 
Anfangspuf fer und 180 ml 0,8 M Natriumchlorid, zum Entwickeln 
der gebundenen Proteine eingesetzt, wobei Fraktionen von 
4,0 ml aufgefangen wurden. Der Faktor VIII eluierte als 
einzelner scharfer Peak bei 0,52 M Natriumchlorid mit einer 
Gesamtausbeute von 87 % Faktor VIIIR:Ag, 85 % Faktor VIIIR:CoF, 
75 % Faktor VIIIC:Ag und 44 % Faktor VIII:C. Dieser wurde voll- 
standig von dem gesamten Plasminogen, das bei 0,15 M NaCl elu- 
ierte, von der Masse des Fibrinogens, das als zwei unterschied- 
liche Komponenten bei 0,295 M Natriumchlorid und 0,375 NaCl 
eluierte, und von dem Faktor IX, der bei 0,40 M NaCl eluierte, 
getrennt. Es wurde nur wenig Fibronectin gefunden, was zeigt, 
daB die Anf angsbehandlung mit Gelatine-Sepharose zur Entfer- 
nung von mehr als 98,5 % des in dem urspriinglichen Kryoprazi- 
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pitats vorhandenen Fibronectins wirksam war. Immunoglobulin G 
(IgG) wurde in zahlreichen Fraktionen, insbesondere dem aus 
der Sauie eluierenden Leermaterial nachgewiesen , jedoch wurde 
weniger als 1 % des gesamt auf gef angenen IgG in den Fraktionen 
gefunden, welche Faktor VIII enthielten. Es wurde gefunden, dafl 
Immunoglobulin M im AnschluB an den Faktor VIII bei 0,62 M Na- 
triumchlorid eluiert. Die Spitzenaktivitat der Aktivitat des 
proteolytischen Enzyms, gemessen unter Verwendung des chromo- 
genen Substrates S2222 zeigte, daB der groBte Teil der Faktor 
Xa-ahnlichen Aktivitat zusammen mit dem ersten der Fibrinogen- 
spitzen bei 0,295 M Natriumchiorid eluierte. Die dem Faktor 
VIII entsprechenden Fraktionen enthielten nachweisbare Men- 
gen an Aktivitat von proteolytischem Enzym, gemessen mit S2222 
(Faktor Xa) (etwa 10 % der in dem Gesamtaluat aus der Sauie 
gefundenen Menge) und S2238 (Thrombin, etwa 25 % der im Gesamt- 
eluat gefundenen Menge) . Diese Aktivitaten von proteolytischem - 
Enzym wurden nicht durch die Behandlung . bei. 4°C mit 10 Gew./Vol. 
Polyethyienglykol 6000 ausgefallt. Diese Behandiung fallte 
quantitativ den gesamten Faktor VIII aus. Die einzigen ande- 
ren Hauptproteine , welche als vorhanden in der Faktor VIII- 
Praparation gefunden wurden, waren verschiedene Typen von Lipo- 
proteinen. Diese konnten vom Faktor VIII mittels Uitrazentri- 
fugiermethoden getrennt werden. 

Beispiel 6 

Reiniguna von Faktor VIII-Komplex aus Kryoprazipitat durch 
Saulenchromatographie unter Verwendung eines linearen Natrium- 
chloridgradienten kombiniert mit einem konkav abnehmenden pH- 
Gradienten 

Eine silikonbehandelte Glassaule von 60 x 1 ,6 cm wurde mit dem 
gemaB Beispiel 1 hergestellten ,an Sepharose 4B gebundenen Dex- 
transulfat gefiillt und mit 14 mM Trinatriumcitrat , 2,1 mM 
Kalziumchlorid und 0,075 M Natriumchiorid bei pH = 7,3 und 
bei 4°C ins Gleichgewicht gesetzt. Zwei Gesamtbeutel von 
Kryoprazipitat von Bluttransf usionsdiensten wurden bei 37°C 
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aufgetaut, Gesamtvo lumen 40 ml, und auf 100 ml mit Gleich- 
gewichtspuffer aufgefullt. Die Losung wurde dann auf pH = 
7,3 unter Verwendung von 50 mM SalzsSure titriert und bei 
Zimmertemperatur und 2OO0x g wahrend 15 Minuten zur Entfer- 
nung irgendwelcher Prazipitate (Ausf allungen) zentrifugiert. 
20 ml der erhaltenen, iiberstehenden Flussigkeit wurden auf 50 
ml mit weiterem Gleichgewichtspuf fer verdiinnt und auf die Saule 
aufgegeben und bei 42 ml/h eluiert. Nachdem gefunden wurde, 
daB das nichtgebundene Material eluiert war, wurden die Pro- 
teine entwickelt, wobei ein Zweikammer-Linearsalzgradient , 
enthaltend 450 ml 0,15 M Natriumchlorid, 14 mM Trinatrium- 
citrat, 2,1 M Kalziumchlorid , pH = 7,6, und 450 ml 1,00 M 
Natriumchlorid, 14 mM Trinatriumcitrat , 2,1 mM Kalzium- 
chlorid, pH = 5,8, bei 4°C verwendet wurde. Dieser Gradient 
war linear hinsichtlich der Natriumchloridkonzentration und 
konkav hinsichtlich des pH-Wertes. Eine gute Trennung des 
Faktor VIII-Komplexes von den anderen gebundenen Proteinen 
wurde erreicht: Fibrinogen eluierte als einzelner Bestand- 
teil bei 0,30 M Natriumchlorid und pH = 6,9, Fibronectin bei 
0,42 M Natriumchlorid und pH = 6,63 und Faktor VIII bei 0,51 M 
Natriumchlorid und pH =6,4. Die Ausbeute an Faktor VIII im 
Vergleich zu der auf die Saule aufgegebenen Gesamtmenge be- 
trug 65 % Faktor VIIIR:Ag, 65 % Faktor VIIIC:Ag mit 35 % Fak- 
tor VIII:C-aktivitat. 

Beispiel 7 

Reinigung des Faktor VIII-Komplexes aus Kryop razipitat durch 
Saulenchromatographie unter Verwendung eines line aren Natrium- 
chloridgradienten kombiniert mit einem konvex abnehmendem pH- 
Gradienten 

Eine silikonbehandelte Saule von 60 x 1,6 cm wurde mit der ge- 
maB Beispiel 1 hergestellten Matrix aus Dextransulf at-Sepharose 
4B gefullt. Das Harz wurde bei 4°C mit 14 mM Trinatriumcitrat, 
2,1 mM Kalziumchlorid in 1,0 M Glycin bei pH = 7 , 3 ins Gleich- 
gewicht gesetzt. Zwei Beutel von Kryoprazipitat von Blood 
Transfusion Service wurden bei 37°C aufgetaut, vereinigt und 
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rate von 40 rol/h unter Verwendung eines Gleichgewichtspuf fers 
mit einem Gehalt von 1,0 M Glycin, 14 mM Trinatriumcitrat und 
2 1 mM Kaiziumchiorid, P H = 7,3, eiuiert. Zwei Spendermengen 
von Bluttransfusions-Kryoprazipitat warden bei 37°C aufgetaut, 
das Volumen wurde auf 100 mi mit Gleichgewichtspuf fer aufge- 
fullt und der pH-Wert unter Verwendung von 50 mM Salzsaure auf 
7 3 eingestelit. Nach einem vorangehenden Zentrifugieren bei 
2000 x g bei Zimmertemperatur zur Entfernung irgendwelcher 
teilchenformigen Materialien wurden 20 mi der uberstehenden 
Fliissigkeit auf 50 ml mit Gleichgewichtspuf fer verdiinnt und 
auf die Chromatographiesaule bei einer konstanten Stromungs- 
rate von 40 ml/h aufgegeben, wobei Fraktionen von 7,5 ml auf- 
gefangen wurden. Nachdem die Elution des Leermaterials abge- 
schlossen war, wurde die Saule zuerst mit einem "Zwischen- 
puffer", enthaltend 1,0 M Glycin, 14 mM Trinatriumcitrat, 
2 14 mM Kaiziumchiorid und 0,175 M Natriumchlorid, P H - 7,0, 
eiui ert, wobei die- Stromungsrate auf 40 ml/h gehalten wurde , 
dann wurde mit einem "Endpuf fer" , enthaltend 1,0 M Glycin, 
14 mM Trinatriumcitrat, 2,1 mM Kaiziumchiorid, 0,5 M Natrium- 
chlorid, PH = 6,2, eiuiert, wobei die StrSmungsrate auf 200 ml/h 
erhoht wurde. Es wurde kein nachweisbarer Faktor VIII und nur 
0,04 % des Anfangs-Fibrinogens in den Lee rmateri alien, welche 
aus der Saule eluierten, gefunden. 86 % des Anfangs-Fibrino- 
gens wurden mit dem "Zwischenpuf fer" eiuiert, wobei nur 0,2 % 
des Anfangswertes des Faktors VIIIR:Ag und 7,5 % des Faktors 
VIIIC:Ag, welcher keine nachweisbare Aktivitat von Faktor 
VIII :C besaS, mit eiuiert wurden. Im Gegensatz dazu enthielt 
das Material, welches bei der hoheren Stromungsrate unter 
Verwendung des "Salzendpuf fers" eluierte, weniger als 0,2 % 
des Anfangs-Fibrinogens, 60 % an Faktor VIIIR:Ag, 20 % an 
Faktor VIIIC:Ag und 22 % an Faktor VIII :C-aktivitat. Die 
Analyse dieser Fraktion durch Hochleistungsf lussigkeits- 
chromatographie (HPLC) plus ELISA-Messungen zeigte, dafi die 
einzigen Hauptkomponenten auSer dem Faktor VIII Phospholipide 
waren. Diese konnten durch Zentrifugieren der durch Behand- 
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lung mit 10 % Polyethylenglykol 6000 gebiideten PrSzipitate 
bei 65 000 x g, wobei das Lipoprotein auf der Oberflache 
schwamm, getrennt wer.den. Eine andere "Endpuf fer"-16sung 
enthalt 1 ,0 M Giycin, 14 mM Trinatriumcitrat , 2,14 mM Kal- 
ziumchlorid und 0,5 M Natriumchiorid, pH = 7,3, wobei ver- 
gieichbare Gesamtausbeuten erhaiten werden. 

Beispiel 10 

Ansatzweise Reinigung von Faktor VIIIRr/Wp 

Es wurde Dextransuif at-Sepharose 4B nach der Bromcyanmethode 
wie in Beispiel 1 hergestellt. Die Matrix wurde bei 0,15 M 
Natriumchiorid, 14 mM Trinatriumcitrat und 2,14 mM Kalzium- 
chlorid, pH = 6, 85, ins Gleichgewicht gesetzt und mit einem 
gleichen Volumen an frischem, citrierten, piattchenarmem 
Plasma plus zwei Volumina an Gleichgewichtspuf fer bei Zimmer- 
temperatur vermischt. Die Matrix wurde wShrend 30 Minuten vor- 
sichtig geriihrt und dann bei +10°C und 3000 x g wahrend 10 
Minuten zentrif ugiert und^Uberstehende Fliissigkeit verworfen. 
Die gewaschenen Dextransuif atperlen wurden abschlieBend in 
einem Volumen des Puffers gleich dem ursprxinglichen Plasma 
mit einem Gehalt von 0,80 M Natriumchiorid suspendiert und 
30 Minuten hiermit vermischt. Das Harz wurde erneut bei +10°C 
abzentrif ugiert und die den eluierten Faktor VIIIR:vWp ent- 
haltende uberstehende Fliissigkeit entfernt. Die Ausbeute 
an Faktor VIIIR:vWp bei der ansatzweisen Arbeitsweise ent- 
spricht 60 % des auf gebrachten Gesamtmaterials. 

Beispiel 11 

Ansatzweise Entfernung von Fib rinogen aus Kryoprazipitat 
Entsprechend der Arbeitsweise von Beispiel 1 wurde Dextran- 
suif at-Sepharose 4B-matrix nach der Bromcyanmethode herge- 
stellt.. 7 ml des gewaschenen Harzes wurden in einem gleichen 
Volumen an Puffer, enthaltend 14 mM Trinatriumcitrat, 2,1 mM 
Kalziumchlorid, pH = 6,85, bei +4°C wieder suspendiert. 7 ml 
an wiederaufgelostem Kryoprazipitat von Bluttransfusionsser- 
vice wurden zugesetzt, und das Rohrchen wurde kontinuierlich 
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fur 60 Minuten Vo.rsi^^. g&nischt. Das ROhrchen wurde bei 
200-Q x g und 4°C"f flr" 4feMinuten zentrifugiert und die uber- 
s€e^3p ? F%ssdgkei.t entfernt. Das Gel wurde erneut in ei- 
nem'gfeicheniv^iumen an GJL-eichgewichtspuf fer fur 5 Minuten 
suspendiert, zentrifugiert und die iiberstehenden Fliissigkei- 
; ten entfernt. Der Fibrinogengehait der vereinigten, iiber- 
-stehenden Fiussigkeiten machte weniger ais 5 % des Anfangs- 
fibrinogens aus, wobei jedoch 85 % des Anf angsf aktors VIIIR:Ag 
und 50 % des Anf angsf aktors VIII :C vorlagen. Bei 4°C ist die 
Kinetik der Bindung des Proteins an die Matrix derart, daB 
die Bindung des Fibrinogens rasch ist, wahrend diejenige des 
Faktor VIII-Komplexes iangsam ist. Nur im AnschiuB an eine 
Inkubation mit der Matrix bei 4°C wahrend 22 Stunden ergibt 
eine Kombination von mehr als 90 % des Anf angsf aktors VIII 
mit der Matrix. Die Prinzipien der in diesem Beispiel ange- 
wandten Arbeitsweise liefern eine Methode fiir die Entfibrinie- 
rung -von-Gesamtpiasma vor der weiteren Reinigung von nichtge-- 
bundenem Faktor VII-Komplex. 



